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Mikroskopovy objektiv
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Zobrazeni bodu - PSF (point spread function)
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Slozeny mikroskop
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Barevna vada
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Apochromaticky objektiv

apochromat (Abbe 1886)
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Temné pole

prvni kondenzory pro temné pole kolem 1855 (G. Shadbolt, F, H.
Wenham)

* metoda odstinéni nerozptyleného svétla

* rozliseni jako u svétlého pole, kontrast podstatne zesilen

Darkfield Microscope Optical Configurations
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Zerniktv fazovy kontrast

« Umoznuje kontrastni zobrazeni fazového
vzorku pomoci fazové desticky vlozené
do zadni ohniskové roviny objektivu.
(Svétlo rozptylené fazovym vzorkem je
fazové posunuto. Fazové posunuti mezi
paprsky a rozptylenymi je T
dale  (avhodne) zesileno  fazovou amplitudovy V. N
destickou. V obrazové rovine pak dochazi prstenec

k interferenci.) | .
« Nevyhody: halo efekt, neznalost velikosti
fadzového posunuti paprskl, které prosly P =N
vzorkem (fazovy kontrast neni —~— objektiv] Bl | ‘
T 7 ama\
kvantitativni) .' | —F e
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obrazova rovina ------ \



Zernikuv fazovy kontrast

Zivé buniky ve svétlém poli a fazovem
kontrastu
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Zernikv fazovy kontrast

zobrazeni bunék Rousova

sarkomu pomoci fazového
kontrastu

,halo-efekt”

zobrazeni lidskych fibroblastu
pomoci fazového kontrastu

JANECKOVA, H.; VESELY, P.; CHMELIK, R.:
Proving Tumour Cells by Acute

Nutritional/Energy Deprivation as a Survival
Threat: A Task for Microscopy,

Anticancer Research, 29 (2009) 2339-2345




Mikroskopie s polarizovanym svetlem

Polarized Light Microscope Configuration
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Mikroskopie s polarizovanym svetlem

Birefringent Crystals Between Crossed Polarizers
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Nomarského diferencialni interferencni
kontrast (DIC)

Differential Interference Contrast Schematic
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Transmisni interferencni mikroskop

HORN
Eyepiece C/ib
.- Beam
7 » " combiner
DL
<+~ Compensators - i
/7 <+ Objectives = £ 5
| 7 umm
= - specimgn
//7 <+Condensers—> \’ 7|77
' - Reference
Object
beam = 4 bear
Optical "El
{ Fx WEdgE B # [K
Beam | ° Stepper
splitter .~ » motor

A

JAMIN-LEBEDEFF

Eyepiece $

Analyzer ———
Sénarmont ——

—1
compensator [ o
P 6’: a Objective

/ Beam
combiner
Reference .. | |
beam e Specimen
¢ @ <+ Object
l L ] bEam
2 @ <
+r 4
/ Beam
splitter
% ? Condenser
——r—— Polarizer

A

Stepper
[! motor



Kvantitativni fazovy kontrast

I(x,y) = Io{1 + ycos[p(x,y) + 6]}
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zivé bunky M7 v médiu, in vitro

(Halogenova lampa + filtr 650
nm, objektiv 20x/0,40)

Zivé bunky RsK4 v médiu, in vitro

(Halogenova lampa + filtr 650
nm, objektiv 10x/0,25)




Transmisni interferencni mikroskop -
Zpracovani obrazu
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Moderni holograf cky mikroskop
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Marquet, P. et al.: Digital holographic microscopy: a noninvasive contrast
imaging technique allowing quantitative visualization of living cells with
subwavelength axial accuracy. Optics Letters 30 (2005) 468-470.



Moderni holograficky mikroskop

DHM ... interferencni mikroskop umoznujici
(obvykle off-axis a obrazovy) holograficky zaznam
opatreny digitalnim detekénim systémem (CCD) a
on-line pripojenym pocitacem, ktery holograficky

zaznam zpracovava a poskytuje uzivateli
pozadované vysledné zobrazeni



Zpracovani obrazu holografického mikroskopu

FFT

— 7T

[rad]

T

1

complex
amplitude

.
J| 3

(Y
= 1

0

[rad] 3,26

-



Koherenci rizeny holograf cky mikroskop
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T. Slaby, M. Antos, R. Chmelik,
Z. Dostal, P. Kolman:
Coherence-controlled holographic
microscope,

Proceedings of SPIE, Volume 7746,
pp.77461R-1-77461R-8, ISBN 978-
80-554-0238-3, (2010), SPIE



Koherenci rizeny holograficky mikroskop

N




Kvantitativni fazovy kontrast v biologii

Mé&reni rozlozeni hustoty suché hmoty v bufice (i, j)= “““(zi)s

G. A. Dunn, Proc. RMS 33 (1998) 189-196.



Kvantitativni fazovy kontrast v biologii
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Efekt velmi nizké koherence v CCHM pro bilogii
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Efekt velmi nizké koherence v CCHM pro bilogii

00:00:00 05:50:00

Lidské colorectalni rakovinné bunky pfi reakci na 0.15% emulzi bioaktivnich
fosfolipidd: a) pfed a b) po reakci.



Spatial light interference microscopy
(SLIM) -
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Konfokalni mikroskopie L 2o

Dec. 19, 1961 M. MINSKY
UICROSCOPY APPARATUS
Filed Nov. 7, 1957
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Marvin Lee Minsky (*1927)

Marvin Minsky, "Memoir on
Inventing the Confocal Scanning
Microscope," Scanning, 10, pp.128-
138, 1988
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MARVIN MINSKY
BY
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Princip konfokalni mikroskopie
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Hloubkova diskriminace zobrazeni v odrazenéem
sveétle

déli¢ svazk objektiv  vzorek

konvendéni konfokalni
rastrovaci mikroskop
mikroskop

Confocal microscopy (T. Wilson, ed.), Academic Press, London 1990.



Mojmir Petran & Milan Hadravsky 1965

Wi

Pofad CT o vynalezu KM: http://bit.ly/okYX1Y



Mojmir Petran & Milan Hadravsky
Tandem scanning light microscope

Confocal microscopy (T. Wilson, ed.), Academic Press, London 1990.



Modifikace TSRLM - ,Yokogawa scanner*
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Olympus LEXT OLS 3100

priklad konfokalniho mikroskopu
specializovaného na méreni povrchi:

* zobrazovaci mody: BF (osvétleni bilou
LED, barevné zobrazeni), DIC, laserové
konfokalni zobrazeni (laser 408 nm,
konfokalni UV optika), konfokalni DIC

* rozliseni v laserovém konfokalnim
modu: lateralni: 120 nm (carové)
axialni: 10 nm (rovina)




Fluorescencni mikroskopie

Fluorophore Absorption and Emission Profiles
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Fluorescencni
mikroskopie
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Blednuti (Fading): vyhasinani (Quenching) a vybélovani
(Photobleaching)

Photobleaching Rates in Multiply Stained Specimens




(I P

C7reen FluoreScent Protern

protein, ktery se nachazi v meduze Aequoria victoria

je kédovan jednim genem a okamzité po translaci
neni fluorescenéni, nicméné zhruba po jedné hodiné
sam katalyzuje modifikaci, béhem které se vytvori
vykonné fluorescencni centrum schované uvnitf
proteinu, ktery svym tvarem pfipomina soudek.

diky pozi¢nim mutacim GFP byly vytvoreny dalSi
fluorescencni proteiny s pozménénym excitacnim a
emisnim spektrem v modro-zeleno-zlutém rozsahu.

DNA sekvence kédujici GFP muaze byt vlozena bud
na zacCatek, nebo na konec genu kodujiciho
studovany protein. To se realizuje mimo bunku s
vyuzitim plasmidu (kruhova DNA), do kterého se viozi
spojena DNA sekvence pozadovaného proteinu a
GFP. Buriky jsou nasledné transfekovany timto
plasmidem a dochazi k expresi fluorescencniho
proteinu, ktery se sklada z pavodniho proteinu a
pfidruzené GFP oblasti. Tento GFP-fuzni protein se
Casto v burice chova jako puvodni protein a umozriuje
zkoumat jeho aktivitu a lokalizaci.

Aequorea victoria photoorgan

http://www.conncoll.edu/ccacad/zimmer/GFP-ww/GFP-1.htm



http://www.conncoll.edu/ccacad/zimmer/GFP-ww/GFP-1.htm
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Konfokalni laserovy rastrovaci
mikroskop (CLSM)
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Optické rezy pomoci CLSM a
fluorescence

Pollen Grain Serial Optical Sections by Confocal Microscopy

Three-Dimensional Volume Renders from Confocal Optical Sections
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A1R* konfokalni mikroskop - Nikon

Nucleus (DAPI1) Vinculin (Alexad88) Vimentin (Alexa568) Tubulin (Alexa594) Actin (Phalloidin-Alexa633)






Zebra fish

Fengzhu Xiong, Sean Megason (Harvard Medical School)



FRAP (Fluorescence Recovery After Photobleaching)

« Metoda vyvinuta plvodné pro laterdini diflizi molekul v membranach.

« Fluorescencni molekula je fuzovana se zkoumanym proteinem nebo
membranovymi lipidy.

« Po ozareni vybraného mista excitacnim svétlem je fluorescence molekul
vysvicena.

« Pozorujeme znovuobnoveni fluorescence ve vysviceném miste, které sveddi o
lateralnim pohybu molekul v membranach, kontinuité membranovych organel,
pohyb zkoumanych molekul nebo transportu molekul (cytoskelet).

Intensity

3000 4

FRAP experiment observing nuclear transport of the YFP-label during a time-lapse acquisition sequence.
The graph indicates the intensity change of the red ROI

1000 2000 3000 4000
Time [ms]




FRET (Forster Resonance Energy Transfer)

FRET umoznuje studovat interakce mezi proteiny, interakce protein-DNA a strukturni zmény proteind

molekuly jsou oznaceny odliSnymi fluorochromy, které jsou zvoleny tak, aby se emisni spektrum jednoho z
nich prekryvalo s excita¢nim spektrem druhého.

Pokud tyto molekuly vzadjemné reaguiji a jejich fluorochromy se dostanou velice blizko (méné nez na 4 nm),
energie excitovaného svétla se mlze prenést z jednoho fluorochromu na druhy.

pfi osviceni komplexu excitacnim svétlem prvniho fluorochromu dostaneme emisni spektrum svétla
odpovidajici druhému fluorochromu.

je pouzivdna s dvéma odliSnymi spektralnimi variantami GFP napfriklad pfi méreni interakce mezi signalni
molekulou a jejim receptorem.

ziskat kvantitativni FRET informaci z jednoho obrazku je slozité - fluorescencni intenzita nezavisi jenom na
ucinnosti prfenosu, ale i na nezndmé koncentraci barviva - 8 méreni s rliznymi excitacnimi a emisnimi vinovymi

délkami

Spectral Bleed-Through (Crosstalk) in CFP-YFP FRET Pairs
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Multifotonova (konfokalni) mikroskopie

« vysoké intenzité svetla - molekula pohlti dva fotony, které
maji energii rovnou polovine energie nutné pro prechod z
SO do S1 (popr. 3 fotony o tretinové energii, atd.).

« nutno zfokusovat paprsek velmi silného laseru objektivem
s velkou NA.

e Vlastnosti zobrazeni

- optické rezy mohou byt ziskavany hloubgji z tkani nez v konfokalnim
mikroskopu nebo v zobrazeni klasickym mikroskopem

- excitacni svétlo neni utlumeno absorpci fluoroforu nad rovinou zaostreni
- delSi vinové délky nejsou preparatem tolik rozptylovany

- fluorescencni signal neni degradovan rozptylem uvnitr vzorku protoze neni
zobrazovan

- vSechny emitované fotony z multifotonové excitace mohou byt pouzity pro
zobrazeni, proto neni potreba konfokalnich clonek



2fotonova excitace molekuly
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2fotonova excitace molekuly
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2fotonova excitace molekuly

Vznik optickych fezi :

One-photon
fluorescence

Signal o« [

Excited

488 nm excitation 900 nm pulsed
excitation

Two-photon
fluorescence
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RICM (Reflection interference microscopy)

« Opticka technika pouzivana ke studiu adheze bunék nebo
pohyblivosti bunék na sklenéném krycim sklicku.

« Interference odrazenych svételnych vin vytvari obraz s
vysokym kontrastem a ostrosti.

« IRM mize byt pouzita pro témer jakoukoliv bunku, kterd
spociva na povrchu skla.
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\\‘ R
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(T mmmn fﬂﬂﬂﬂﬂﬂmﬂm h=1.33
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Image intensity:




RICM (Reflection interference microscopy)




TIRF (Total internal reflection fluorescence)
microscope

Osveétlelovaci svazek se odrazi na rozhrani sklo - vzorek
Vzorek excitovan evanescentni vinou
Snimana flourescence vzorku z hloubky cca 70 - 250 nm

Kynetické studie membran, transportd vné buriky a zobrazeni jednotlivych
molekul
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TIRF (Total internal reflection fluorescence)
microscope

Pitt Developmental Biology

Zelena fluorescence GFP-tubulin, ¢ervena fluorescence Cx43-DsRed.
Transport Cx43-DsRed na bunécnou membranu po tubulinu.



Single Plane lllumination Microscopy
(SPIM) - Lightsheet

Light sheet
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Superrozliseni




STED (Stimulated Emission Depletion)
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Confocal
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Gated STED
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MICROSYSTEMS

Konfokalni STED zobrazeni STED zobrazeni
zobrazeni + dekonvoluce




STORM (Stochastic Optical Reconstruction
Microscopy)

« Rozliseni na drovni molekul

« Pozice molekuly je hledana Gausovsky s vysokou presnosti

« Pouziva se specialni optika
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STORM
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STORM
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dSTORM/GSD (Ground State Depletion)
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Seica

MICROSYSTEMS

Syntéza ATP

Jeica

MICROSYSTEMS

Struktura vimentinu




SIM (structured illumination microscopy)

« Do roviny vzorku jsou promitdny moiré prouzky s rliznou fazi a orientaci.

« Proces je snimkovan a vysledny obraz je pomoci Fourierovskych metod skladan v
prostorovée frekvencni oblasti.

« Rozliseni vysledného obrazu odpovida pouziti objektivu s dvojnasobnou NA.

Create super-resolution images by processing multiple images
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SIM (structured illumination microscopy)

Confocal

Srovnani 3D zobrazeni synapsi. Konfokalni mikroskop (vlevo) a 3D-
SIM (Zeiss Elyra, vpravo). Zelené je synapticky F-aktin znaceny F-
Tractin. Cervené je aktivni zona, znacena protilatkou.
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